Grup d’Ecologia Microbiana Molecular (Institut d’Ecologia Aquatica)
Universitat de Girona

Informe de laboratori

Projecte: Muntatge de sistemes experimentals per a lassaig in situ de [activitat
bacteriana nitrificant i desnitrificant en els SAC de 'EDAR-Empuriabrava.

Realitzat per: Dr. L. Baferas, A. Garcia-Lledo, A Vilar-Sanz

Data: Juny de 2008

Informe de les tasques realitzades en el marc del contracte de col-laboracié cientifica

entre I'Institut d’Ecologia Aqlatica i el Consorci de la Costa Brava que porta per titol

Muntatge de sistemes experimentals per a Il'assaig in situ de [l'activitat

bacteriana nitrificant i desnitrificant en els SAC de I'EDAR-Empuriabrava

Aquest projecte es considera com a acci6 complementaria en el marc de les actuacions
del projecte de recerca Ventajas de la Utilizacion de macroéfitos en Ia
transformacion de nitréogeno en sistemas de humedales de tratamiento (SHT)
mediante la actividad de la microbiota epifitica del tallo y la rizosfera (CGL2006-
02382) concedit pel Ministeri d’Educacio i Ciéncia. L'estudi s’ha realitzat sota la direccié
del Dr. Lluis Bafneras (IEA). Han col-laborat en la seva realitzacié Arantzazu Garcia-Lledd
(estudiant de doctorat) i Ariadna Vilar-Sanz (estudiant de segon cicle). El treball de camp
s’ha realitzat en el sistema d’aiguamolls construits de I'EDAR Empuriabrava. El treball de
laboratori s’ha realitzat en el laboratori dels grup de recerca d’Ecologia Microbiana
Molecular, IEA (GRCTO02) de la Universitat de Girona. Els autors agraeixen la col-laboracio
del personal de la planta de tractament d’aigiies d’Empuriabrava i del Sr. Lluis Sala al
CCB. El Sr. L. Privat (Mecanitzats Privat s.l., Cornella del Terri, Girona.

www.mecprivat.com) ha participat en la construccié dels sistemes experimentals.

CONTINGUT:
o 1. Introduccié.
+ 2. Objectius.

« 3. Disseny i construcci6 de les cambres experimentals.
« 4. Campanya de mostreig Maig.

« 5. Conclusions.

Informe de laboratori

Pagina 1 de 18 pagines



http://www.mecprivat.com/

1. Introduccié

Coneixer els mecanismes que donen lloc a una eliminacid efectiva dels contaminants és
de cabdal importancia per a gestionar eficientment els sistemes de tractament. En aquest
sentit, els aiguamolls de tractament, son especialment critics ja que, si bé la seva gestid i
el seu funcionament son particularment senzills, aspectes que els fan enormement
atractius com a sistemes alternatius de tractament, constitueixen auténtics ecosistemes
governats principalment per les variables ambientals i sén, per tant d'una enorme
complexitat funcional. El sistema d’aiguamolls construits (SAC) de I'EDAR-Empuriabrava
és de flux superficial en el qual l'aigua, generalment de poca de profunditat, llisca

lliurement sobre una superficie (activa) de sediment.

En aquests sistemes la vegetacié és especialment important ja que fomenta molts dels
processos que es desenvolupen als SAC. La vegetacid afecta la hidrologia del sistema
controlant i definint zones de pas preferencial del flux de l'aigua, promovent la
sedimentacio de particules, determinant canvis en la temps de residéncia de l'aigua. Les
estructures submergides actuen com a filtres i proporcionen zones diferenciades per a
I'adsorcio de microorganismes i la creacié de biofilms. La part terrestre, arrels i rizomes,
participa en l'estabilitzacié del sol, redueix l'impacte del vent sobre el sediment i
minimitza la resuspensio de particules solides. A totes aquestes propietats estructurals
cal afegir-hi funcions metaboliques que afavoreixen principalment |'activitat microbiana.
Malgrat sembli paradoxal, la gran massa de vegetacid6 que es desenvolupa en els
aiguamolls participa de forma quantitativament poc important en [Ieliminacié de
nutrients, principalment nitrogen, per mitja de la propia absorcid i assimilacido a les
estructures vegetals en creixement. No obstant aix0, les plantes afavoreixen |'activitat de
microorganismes nitrificants i desnitrificants, mitjangant l'aireacié de la seva superficie

(tiges i arrels) o I'excrecié de compostos organics a les arrels.

Aquesta multiplicitat de funcions ens permet desenvolupar noves i interessants
perspectives de disseny de sistemes d‘aiguamolls de tractament a partir del seglents
plantejaments:

= Es equivalent la participacié de les diferents espécies d’helofits en les activitats
mencionades?

= Hi ha alguna influéncia en la posicié de la vegetacidé respecte el foment de
I'activitat bacteriana?

= I el que és més important: Es pot utilitzar la gestid de la vegetacié com a eina
per a fomentar o restringir determinades activitats microbianes en una area
determinada?
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Els aspectes mencionats anteriorment sén especialment importants quan considerem
I'eliminacié de nitrogen i la complexitat de reaccions metaboliques que es poden
desenvolupar en relacié a aquest nutrient (Figural). La rad principal és que I'eliminacio
de nitrogen pot necessitar la combinacié de condicions ambientals gairebé excloents per
a desenvolupar-se a terme de forma efectiva. La completa eliminacié de I'amoni fins a
nitrogen gas requereix un pas inicial d’oxidacié completa (nitrificacid) o semi-completa
(nitritacié o nitrosificacid) abans de ser reduit fins a un compost gasos per desnitrificacid
o pel procés ANAMMOX, respectivament. Des del punt de vista teoric, els aiguamolls de
flux superficial poden proporcionar aquestes condicions diferents en compartiments

separats. Les plantes hi juguen, a priori, un paper essencial.

DESNITRIFICACIO

Figura 1. Principals reaccions quimiques
relacionades amb el metabolisme del nitrogen.
Les caixes engloben metabolismes perfectament
coneguts. Els metabolismes en gris es donen

preferentment en condicions anaerobiques o
NH,OH—> N,H - . R .
m 2 z2 M anoxiques. Caldria afegir les reaccions de

ﬁ ANAMMOX fixaci6 de nitrogen a partir de N, (exclusivament
/ bacteria), de NH," i de NO;™ (propis de molts

organismes vius).

Les arrels poden contenir una heterogeneitat funcional i espacial que és dificil d’assumir
des del punt de vista macroscopic, perd el desenvolupament de micro-ninxols
d’'extremada heterogeneitat permet l'establiment de comunitats microbianes complexes
en espais molt reduits, que poden presentar activitats complementaries i en molts casos
excloents. Coneéixer la potencialitat de les plantes en promoure aquestes variacions i
avaluar el comportament diferencial de les espécies majoritaries de vegetacido ens
permetra explotar la gestié de la cobertura de vegetacié com a un element addicional en

el funcionament dels SAC.
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Resultats obtinguts anteriorment en el nostre grup de treball ens permeten obtenir
algunes pistes sobre la capacitat diferencial de la vegetacié en fomentar activitats
cabdals com sén la nitrificacid i la desnitrificacié. A partir dels resultats d’activitat
potencial obtinguts en incubacions controlades a petita escala en el laboratori
(microcosmos) podem afirmar que les arrels de canyis, o millor dit les comunitats
bacterianes que es desenvolupen sobre les arrels de canyis (Phragmites australis) i balca
(Typha sp.) presenten una major capacitat de nitrificacido i desnitrificacid potencial en
comparacié a la mesurada en el sediment nu de vegetacié (Figura 2). Per altra banda
s’ha detectat també que l'activitat nitrificant potencial és sensiblement inferior (de 7 a 15
vegades en funcié dels casos) a la capacitat de desnitrificacié. Aquest fet suposa que la
primera de les activitats seria limitant en el procés d’eliminacié de nitrogen si aquest

entra als SAC en forma reduida.
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Figura 2. Activitats potencials de
desnitrificacio (dalt) i
desnitrificaci6 (baix) en mostres
de sediments (gris) i rizosferes de
canyis (verd) i balca (groc) en
diferents dates del periode estival.
Les mostres han estat preses a la
cel-la 3 del SAC i els experiments
realitzats al laboratori en
microcosmos de 50 ml utilitzant
aproximadament 10 grams de
sediment o rizosfera. Els resultats
s’expressen per unitat de pes sec.
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Per altra banda, és interessant remarcar que les arrels de canyis, presenten una
estabilitat molt major pel que fa a les activitats mesurades i les variacions observades en
la nitrificacio i desnitrificacié no sén significatives si exceptuem un dels valors mesurats
el Juliol de 2005. Les rizosferes de Typha sp. en canvi, presenten una elevada variabilitat
que s’accentua de forma significativa en situacions de drenatge de l'aigua del SAC (Agost
2006).

Els resultats presentats anteriorment ens mostren un efecte evident de la rizosfera
respecte al sediment nu de vegetacié pel que fa a la intensitat de les activitats que s'hi
desenvolupen. Malgrat tot, els valors presentats estan expressats com unitats d’activitat
per pes sec de mostra, aspecte que pot donar lloc a interpretacions erronies ja que el pes
sec de les mostres d’arrel pot no ser equivalent a la de sediment. Es ben sabut que la
biomassa de les arrels i rizomes de les plantes tractades varia en fondaria i al llarg del
temps, el clima o la disponibilitat de nutrients. Valors generals per a les condicions
trobades als SAC oscil-len entre 0,4 i 0,7 Kg pes fresc/m? per Typha latifolia, i entre 1,5 i
2,4 Kg pes fresc/m? en el cas de Phragmites australis. Un simple calcul aritmétic ens
permet estimar que, en les millors condicions, l'activitat desnitrificant en els sediment nu
varia entre 4,9 i 5,2 mg N/m?/dia, valors als que hauriem d’afegir uns 0,9 mg N/m?3/dia o
4,9 mg N/m?/dia addicionals en cas de tractar-se de sediments coberts amb Typha sp. o
Phragmites sp., respectivament. En el cas de l'activitat nitrificant, els valors estimats en
els sediments lliures de vegetacio (1,7 mg N/m?/dia de promig) s’incrementarien en 0,05
mg N/m?/dia i 0,2 mg N/m?/dia per la balca i el canyis, respectivament. Es evident,
doncs, que els valors estimats ens ofereixen unes condicions no del tot favorables en I'Us
de la vegetacio pel que fa al foment de l'activitat bacteriana nitrificant i desnitrificant.
Només en el cas del canyis i quan ens referim a |'activitat desnitrificant, es detecta un

augment significatiu de la capacitat d’eliminacié de nitrogen al voltant del 90%.

A continuacio es presenten els primers resultats d’una série d’experiments realitzats per
a determinar les taxes de desnitrificacié in situ i comprovar les diferéncies observades a
partir de les estimacions anteriors. A banda, s'han realitzat assajos de I'activitat
nitrificant potencial en mostres d’epifits en fulles de les espécies de planta predominants

a I'entrada i sortida de les cel-les de tractament.

2. Objectius
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L'objectiu plantejat a l'accid sol-licitada era obtenir dades per a contribuir a valorar

I'efecte de la vegetacio en la capacitat de depuracio de nitrogen en el SAC per a

disposar de dades (tils en la gestio futura de la vegetacio del sistema i la seva

aplicacié a plantes similars de tractament d‘aiglies.

Les accions concretes proposades l'accid per al treball en I'objectiu proposat anteriorment

foren:

1-

2-

Adquisicid6 de material per al muntatge de sistemes experimentals, mesocosmos,
en les cel-les de tractament del SAC.

Determinar les taxes de desnitrificaciéo in situ i de nitrificaci6 potencial en el
sistema. Monitoritzacié dels sistemes experimentals i calcul d’activitats
metaboliques

Establiment d’una metodologia de determinacié de la concentraci6 de gasos
produida mitjancant cromatografia de gasos (GC). Adquisicidé de material fungible,
patrons i columnes de GC.

3. Disseny i construccio de les cambres experimentals.

Els estudis de desnitrificaci6 s’han realitzat en cambres experimentals
dissenyades expressament per a aquesta finalitat. Les cambres han estat
dissenyades en acer inoxidable i tanquen un volum total de 6,87 litres
(diametre 25 cm, alcada 14 cm). Les parets de les cambres d’incubacio es
claven en el sediment fins a una profunditat de 8 cm, per a augmentar
I'estabilitat i disminuir I'efecte de la difusié lateral a través del sediment
(Figura 3). Les tapes de les cambres d’incubacio tanquen de forma hermética i
s’hi ha practicat dos orificis per a facilitar la circulaci6 de l'aigua i
I'nomogenitzacié de les condicions fisicoquimiques en el seu interior. Els tubs
d’entrada i sortida es col-loquen a diferent algada per a minimitzar els circuits

preferencials de l'aigua dins la cambra d’incubacié.

Figura 3. Imatges i esquema dels
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d’Empuriabrava. (A) Imatge d’un
dels sistemes de incubacio en el
canyis. (B) Esquema de I’interior.

sistemes experimentals

Tatort .
assajats als sediments dels
aiguamolls construits

(C) Modul extern amb bomba

peristaltica i contenidors de
barreja.




Els tubs de silicona d'entrada i de sortida de la cambra formen un circuit
tancat per l'laigua que circula impel-lida per una bomba peristaltica Watson-
Marlow 101U/R. Al mig del circuit s’hi disposa un contenidor de vidre (250 ml
de capacitat nominal) que s’utilitza per a realitzar les addicions de substrats i
la presa de mostres amb xeringues de 50 ml. Aquest contenidor ens permet, a
més, incorporar electrodes de mesura i tenir mesures en continu d’algun
parametre ambiental com ara el pH, temperatura o potencial Redox. En tot

moment el circuit és tancat i es minimitza la interaccié amb |’exterior.

Es van realitzar assajos d’estanqueitat de les tres cambres de incubacid
construides amb resultats satisfactoris per a evitar I'entrada d’aire atmosfeéric
en el procediment de presa de mostra. Paral-lelament es va realitzar un assaig
d’homogeneitat per a comprovar la capacitat de barreja de la bomba utilitzada
en la circulacié d’aigua. Amb aquest proposit es van afegir a una de les
cambres 5 ml d’una solucié d’acid clorhidric concentrada i es va monitoritzar el
valor de pH al llarg del temps. En tots els casos en que es va realitzar |'assaig

es van obtenir condicions estables en un temps inferior a 3,5 minuts.

Els assajos en zones lliures de vegetacidé es realitzaven disposant les tres
cambres d’incubacié en llocs escollits a l'atzar en una zona de 2 m? de
superficie a la cel-la 3 de tractament. Les cambres es clavaven al sediment, es
deixava sedimentar les particules durant uns 5 minuts i es col-locaven les
tapes. Posteriorment, es connectaven els diferents tubs d’entrada i sortida i es
posava en funcionament la bomba peristaltica per a fer circular I'aigua en el
circuit tancat. En tots els casos es comprovava que no hi hagués pérdues ni
entrada d‘aire atmosféric en les connexions dels tubs. Per als assajos de
desnitrificacidé, s’afegien 10 ml de nitrat amonic a una concentracié final

aproximada de 20 mg/l de N-NOs.

En els assajos realitzats en zones vegetades de canyis i balca el procediment
era essencialment el mateix al descrit anteriorment, perd en aquest cas, un
cop estabilitzat el sediment i abans de posar les tapes dels incubadors, es
tallaven les plantes arran per a facilitar el tancament. Es evident que aquesta
accio pot suposar una modificacié de les condicions ambientals ja que la poda
pot afectar de forma drastica a la fisiologia de la planta. De totes formes
I'objectiu d’aquesta part del treball era experimentar la capacitat desnitrificant
de la fraccid al sediment i per tant I'efecte pot no ser tant significatiu. A més a

més, els experiments tenien una durada maxima de 3 hores, temps
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suficientment curt per a evitar un efecte indesitjat en el sediment degut a
fenomens de difusié de les arrels a de zones adjacents a la ubicacié dels

sistemes experimentals.

Els sistemes experimentals es van provar durant el mes de Febrer a la cel-la 3
de tractament. En aquesta primera prova es van observar deficiéncies en la
capacitat de circulacié de l'aigua i problemes d’estanqueitat que van requerir
d’actuacions addicionals per a millorar el funcionament. Finalment, els assajos
de desnitrificacio in situ es van realitzar entre els dies 15 i 21 de Maig de 2008
a la zona central de la cel-la 3 de tractament del SAC. Els experiments de
denitrificacié es van realitzar per triplicat en zones lliures de vegetacié (15-
Maig-2008), en zones colonitzades per canyis (20-Maig-2008) i en zones de
balca (21-Maig-2008).

4. Campanya mostreig Maig.

4.1 Metodes

El periode d’estudi del que es presenten resultats correspon als dies 15 a 21
de Maig de 2008. Totes les analisis s’han realitzat a la cel-la 3 de tractament
del SAC, excepte la determinacié de les variables fisicoquimiques ambientals
gue s’ha realitzat a les tres cel-les. La posicié dels punts de mostreig, el lloc en
el que s’han realitzat les incubacions in situ i en el que s’han pres les mostres
per a |'assaig de nitrificacio potencial a epifits es mostren a la figura 4. El cabal
d’entrada a les cel-les s’ha estimat a partir de les mesures independents de
velocitat del corrent a les 4 comportes d’entrada de cada cel-la de tractament.
El pH, temperatura, conductivitat, concentracié d'O,, percentatge de saturacio
de la concentracié d'O;, i potencial Redox, es mesuraven in situ amb una

sonda multiparamétrica Yelow Spring Instruments 650MDS.

Les mostres per a l‘analisi de nitrat, nitrit i amoni (15 ml) es prenien
directament de l'aigua i es filtraven immediatament amb filtres de nilé de 0,45
MM de diametre de porus. Les mostres filtrades es guardaven en fred i a la
foscor i es transportaven al laboratori. Posteriorment, les mostres es
mantenien congelades (-20 ©°C) fins a la seva analisi. Les mostres per a la
deteccid de I'ié6 amoni s’acidificaven afegint una gota de HCI 5M i es mantenien

a la nevera fins a la seva analisi.
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El nitrat i el nitrit s’analitzaven per HPLC-IC, usant una columna IC-Pak Anion
HC de Waters. Com a eluent s’ha utilitzat un tampo borat/gluconat. El sistema
permet la deteccié quantitativa de nitrat i de nitrit fins a valors de 0,1 ppm de
N.

La concentracido d’amoni s’ha determinat amb un meétode colorimétric basat en

el salicilat cianurat sodic.

[ 1 Phragmites australis
[ Typha sp.
1 Mixed populations

Figura 4. Esquema de distribucio de la vegetacio a les cel'les de tractament del SAC. Els mapes de distribucio
s’han realitzat a partir de les imatges obtingudes a I’Institut catala de cartografia (www.icc.es). Els punts negres
numerats de 1 a 21 indiques els punts de presa de mostres d’aigua. Els punts vermells indiquen les zones
escollides per a la realitzacio dels assajos de desnitrificacio. Els punts verds indiquen el lloc de presa de mostra
per als assajos de nitrificaci6. TY- zona de Typha sp.. PH- Zona de Phragmites sp.. SE- sediment lliure de
vegetacio.

Per als assajos de la capacitat nitrificant potencial en mostres d’epifits de les
plantes majoritaries es van prendre mostres de fulles i tal-lus de les espécies
principals a la zona d’entrada i de sortida de la cel-la 3 de tractament (Figura
4). Les mostres, 5 repliques en cada cas, es van mantenir en fred (4 °C) i a la
foscor fins a la seva utilitzacié. Es tallaven superficies conegudes de fulles o
tal-lus de canyis i de balca i es disposaven en tubs de vidre de 20 ml. Aquest

material es submergia en tampo fisiologic a pH 7,0 i s’afegia clorur amonic a
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una concentracié final aproximada de 10 ppm N-NHs. Les mostres es
mantenien en agitacié a 20°C i es prenien mostres per a la determinacid de
nitrat per IC-HPLC.

4.2 Descripci6 fisicoquimica de les cel-les de tractament en el periode d’estudi.

Els cabals d’entrada per a les tres cel-les independentment es van estimar per
els dies 15 i 20 de Maig de 2008 (Taula 1). Les mesures realitzades indiquen
gue malgrat que el cabal d’entrada total és equivalent, la distribucié entre les
diferents cel-les ha variat de forma significativa. Caldria comprovar si s’ha
produit un ajustament de l'alcada de les comportes d’entrada per a variar la
distribucié del cabal d’entrada en les diferents cel-les de tractament. En
properes campanyes de mostreig cal demanar que es mantinguin les
condicions per no afegir una variable ambiental addicional a les ja de per si

heterogénies condicions.

Taula 1. Variacions en el cabal d’entrada (m*/dia) a les tres cel-les
del SAC en el periode d’estudi.

Data C C C T

15- 2 6 6 3
Maig-

2008

20- 1 1 8 3
Maig-

2008

La temperatura a les tres cel-les oscil-lava entre 19,4 i 21,2 amb valors
generalment superiors a l'entrada de les cel-les. Els valors de conductivitat
presentaven petites covariacions entre 3300 i 3600 pS/cm. Valors
excepcionalment elevats (> 4000 uS/cm) es van detectar a la sortida de la
cel-la 3 el dia 15-Maig. La concentracié d’oxigen a la cel-la tres es mantenia
forca constant en tot el recorregut de l'aigua, malgrat que s’observen
diferéncies en els valors mesurats en ambdods dies (Figura 5). En les mostres
obtingudes pel dia 20 de Maig, s'observen diferéncies significatives,
especialment a la cel-la 1 amb valors de saturacié de la concentracié d’oxigen

superiors al 180 % (Figura 6). Aquest augment coincideix amb la zona
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d’augment de la densitat de canyis, malgrat que no es pot assegurar que

estigui relacionat amb l'efecte d’aquesta planta.
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Figura 5. Variaci6 de la concentracié d’oxigen en funci6 de la
distancia al punt d’entrada a la cel-la 3 de tractament. () 15 Maig
2008. (o) 20 Maig 2008.

Les concentracions d’oxigen en les zones i moments de realitzacié de les
proves d‘incubacid in situ oscil-lava entre 6 i 8,5 ppm. Tot i que el tancament
dels sistemes experimentals evitava I'oxigenacié addicional del sediment, cal
esmentar que aquestes condicions, juntament amb valors del potencial redox

positius, no afavoreixen l'activitat desnitrificant.

Pel que fa a les concentracions d’amoni, nitrat i nitrit, s‘observa un
comportament diferent el tres dies de mostreig. La cel-la 3 es va mostrejar els
dies 15, 20i 21 de Maig i les cel-les 1 i 2 Unicament el dia 20 de Maig. En tots
els casos la concentracié de nitrit es trobava per sota del limit de quantificacid
del metode usat (0,2 ppm). Pel que fa a la concentracié d’amoni, s’han
detectat oscil-lacions entre 0,15 i 0,4 ppm en totes les condicions. Els valors
més elevats es van detectar a I'entrada de les cel-les i disminuien gradualment
cap a la sortida. Pel que fa a la concentracié de nitrat es detecta un canvi en el
temps a la cel-la 3, possiblement degut als canvis en la distribucié del cabal i a

la major carrega de nitrogen de l'efluent de la planta depuradora (Figura 7).
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Figura 6. Variaci6 de la concentracié d’oxigen en funcid de la distancia al punt d’entrada
el 20 de Maig de 2008. (v) Cel‘la 1. (o) Cel‘la 2. (o) Cel-la 3.

Les mesures realitzades a les tres cel-les en data 20 de Maig de 2008 ens
permeten afirmar que les tres cel-les es comporten de forma similar malgrat
que existeixen petites diferéncies (Figura 8). Cal destacar que la principal
disminucié de la concentracié es dona a l'inici de la cel-la (primers 50 metres) i

gue és especialment acusada a la cel-la 3 dels SAC.
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Figura 7. Variacio de la concentracio de nitrat en funcié de la distancia al punt
d’entrada a la cel-la 3 de tractament. (@) 15-Maig. (0) 20-Maig. (v) 21-Maig.

Segons el mapa de vegetacid realitzat, és en aquestes zones on es concentra
bona part de la vegetacio ja sigui canyis (cel-les 1 i 3) o balca (cel-la 2), i per
tant sembla probable que hi hagi un efecte directe d'aquesta, o de la

microbiota associada a aquesta en I'eliminacié de nitrogen. Malgrat tot, caldria
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disposar d’una série temporal més llarga per a descartar possibles efectes del
canvi en el cabal i les carregues d’entrada al SAC en el comportament

observat.
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Figura 8. Variacio de la concentracio de nitrat en funci6 de la distancia al punt d’entrada
el 20 de Maig de 2008. (v) Cel‘la 1. (o) Cel‘la 2. (o) Cel-la 3.

Les dades presentades ofereixen informacié sobre el marc fisicoquimic en el
que s’han realitzat les cinétiques de desnitrificacié in situ en el sediment i

nitrificacié potencial a la comunitat epifitica.
4.3 Cinétiques de desnitrificacio in situ

Els estudis d’activitat realitzat han permeés observar diferéncies entre els
diferents tipus de sediment assajat. Pel que fa a les taxes de desnitrificacid
han estat calculades de forma indirecta com a taxes de reduccié de nitrat +
nitrit. Malgrat que aquest procediment pot comportar una sobreestimacié de la
taxa de desnitrificacid6 real de la mostra, és un bon procediment per a
determinar I’'eliminacié real d’oxids de nitrogen dissolt a I'aigua. Els resultats
obtinguts mostren valors elevats en el sediment sense vegetacid i en el cas de
les comunitats de balca, 299 + 125 i 229 * 305 mg N/m?, respectivament
(Figura 9). Cal esmentar l'elevada variabilitat trobada en tots els tipus de
sediments assajats, especialment a les zones de balca i canyis. En el darrer
cas s’han detectat valors negatius, és a dir, de produccioé neta de nitrat i nitrit,

en dues de les répliques analitzades.
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Els resultats obtinguts no sén concloents pel que fa a la major capacitat dels
tres tipus de sediment en I'eliminacid de nitrogen, ja que |'elevada dispersio de

les dades no ens permet detectar diferéncies significatives entre ells.
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Figura 9. Valors de les taxes
d’activitat de reducci6 de nitrat i
nitrit mesurades in situ. Es
representa la mitjana i la
desviaci6 estandard de tres
100 . . . repliques. SED- sediment lliure
SED TY PH de vegetacio. TY- zona coberta
de Typha sp. PH- zona coberta
de Phragmites australis.
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Una de les activitats metaboliques que poden resultar d'interes pel funcionament del
sistema d’aiguamolls de tractament és la capacitat dels sediments d’incrementar la
concentraciéo d’amoni a partir de la reduccié desassimilatoria de nitrat. Aquest procés es
coneix com a amonificaci6 o més comunament amb les sigles DNRA (Dissimilatory
Nitrate Reduction to Ammonia). Aquest procés es detecta a partir de I'augment de la
concentracié d’amoni, malgrat que en el nostre cas pot no provenir directament del nitrat
afegit als incubadors. L'activitat amonificant ha estat especialment important en les
zones de creixement de Typha sp. amb valors d’activitat de 13,2 £ 9,6 mg N/m? (Figura
10).

En el cas dels sediments lliures de vegetacid o les zones cobertes amb canyis els valors

son significativament inferiors (p<0,05).
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Figura 10. Valors de les taxes
d’activitat amonificant (DNRA)
mesurades in situ. Es representa
la mitjana i la desviacid 0
estandard de tres répliques.
SED- sediment lliure de
vegetacid. TY- zona coberta de SéD T'Y P'H

Typha sp. PH- zona coberta de

Phragmites australis. Sediment type

NH," production (mg N/m?)

4.4 Cinétiques potencials de nitrificacio en els epifits

Paral-lelament s’han realitzat estudis per a determinar les taxes de nitrificacié potencial a
la superficie foliar submergida de Typha sp. i Phragmites australis. Aquest experiments
s’han realitzat amb mostres preses en dos punts diferents de la superficie de la cel-la 3
dels SAC marcats a la Figura 4. Els punts d’entrada corresponen a zones entre 35 i 43
metres des de |'entrada de l'aigua al SAC. Els punts de sortida estan situats a l'altre

extrem de la cel-la, entre 130 i 140 metres des de I'entrada de l'aigua.

A partir dels resultats obtinguts, és evident que quan els resultats estan expressats en
termes d’unitat de superficie vegetal, |'activitat del canyis, en un sentit o altre, és molt
superior a la detectada en balca (Figura 11). Si prenem les dades de l'entrada com a
referéncia, I'activitat detectada al canyis (0,112 + 0,054 pugN/h/cm?) és de l'ordre de 5
vegades superior a la detectada en balca.

Es interessant remarcar que l'activitat detectada en canyis a la zona de la sortida de la
cel-la és negativa, és a dir, es déna un consum net de nitrat degut a processos de
desnitrificacid, DNRA, o assimilacié de nitrat. Les comunitats microbianes que colonitzen
la superficie de la fulla presenten, en el cas del canyis, una plasticitat forca elevada per a
fomentar l'activitat de metabolismes practicament oposats. En el cas de la balca,

I'activitat varia entre els dos punts de mostreig malgrat que les diferéncies no sén
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significatives degut a I'elevada variabilitat de les dades. En aquesta planta l'activitat neta

és de nitrificacid en les dues situacions (entrada i sortida de la cel-la) mostrejades.
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Figura 11. Valors de les taxes =
potencials d’activitat nitrificant = 0.1 1
(ug N/h/cm?) per unitat de T
superficie foliar en mostres E
preses a la zona d’entrada E 0,2 1
(inlet) 1 de sortida (outlet) de la
cella 3 del SAC. Es representa
la mitjana i la desviacid 03 i i i i
estandard de cinc répliques. PH inlet PH outlet TY inlet TY outlet
TY- Typha sp. PH- Phragmites
PP auftralis Sample Type
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4. Conclusions.

El desenvolupament del present conveni ens ha permeés aprofundir de forma significativa

en el coneixement dels processos microbians que es desenvolupen en el SAC en relacid a

la transformacid de nitrogen, sobretot des del punt de vista de I’'analisi funcional.

En concret s’ha incidit sobre els seglients aspectes:

2.

3.

4.

Construcciéo i prova de sistemes experimentals per a lanalisi d‘activitats. L'éxit
d’aquesta part del treball ha estat parcial ja que, si bé s’han obtinguts resultats en
totes les condicions, no estem del tot satisfets amb les incubacions realitzades en
zones cobertes de vegetacid. Les accions correctores que es proposen son facilitar
I'ancoratge dels sistemes experimentals ens zones de sediment que presenten

multitud d’arrels, rizomes i matéria vegetal en descomposicio.

Analisi de les activitats desnitrificants in situ. L'estudi ens ha permeés detectar
diferéncies entre els tipus de sediments treballats i concloure que, a diferéncia de les
estimacions realitzades com a activitats potencials (veure introduccid), les zones
cobertes amb balca presenten una capacitat desnitrificant major que les cobertes
amb canyis. Aix0 Obviament, és cert per les condicions ambientals en les que s’ha
realitzat |'assaig i caldria la realitzacid de nous assajos en altres condicions per a

veure |'abast d’aquestes diferéncies.

Analisi de les activitats DNRA in situ. El procés d’amonificacid és la primera vegada
que s’analitza de forma experimental en el SAC. Hem pogut comprovar que pot ser
un procés important, sobretot en zones cobertes de balca i que representa fins a un

5% del nitrat eliminat i que es retornat a I'aigua en forma d’amoni.

Analisi de les activitats nitrificants potencials en epifits. Els assajos realitzats ens han
permes determinar que hi ha diferéncies significatives entre els punts de mostreig i
les espécies vegetals pel que fa a la capacitat de nitrificacié per unitat de superficie
foliar submergida. El canyis presenta una variabilitat molt elevada amb activitats
netes de nitrificacié a I'entrada del SAC, pero de desnitrificacié a la zona de sortida.
Contrariament, les fulles de balca presenten activitat netament nitrificant en ambdues
condicions, malgrat que els valors d’activitat sén sensiblement inferiors i presenten

una elevada variabilitat.
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